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(57) Abstract 

A hybrid DNA is character- 
ized in that a DNA structure that 
codes for a subunit of a bacterial 
toxin is fused with a HlyA (hemol- 
ysin)-coding DNA structure or its 
C-terminal fragment. Also dis- 
closed are plasmides, host strains, 
oligohybridpeptides and vaccines 
obtained by use of said hybrid 
DNA. 

(57) Zusammenfassimg 

Die Erfindung betrifTt Hy- 
brid-DNA, die dadurch gekenn- 
zeichnet ist, daS eine DNA-Struk- 
tur, die eine Untereinheit eines bak- 
teriellen Toxins kodiert, mit einer 
HlyA (Haemolysin) kodierenden 
DAN-Struktur bzw. dessen C-ter- 
minalem Fragment fusioniert ist, 
ferner betrifft die Erfindung Plas 
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mide, Wirtsstamme, Oligohybridpeptide und Impfstoffe unter Verwendung der genannten Hybrid-DN A. 
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HYBRID-DNA, DIE EINE UNTEREINHEIT EINES BAKTERIELLEN TOXINS MIT EINER 
HAEMOLYSIN KODIERT. 



Bakterielle Dysenterie, die durch Shigella-Arten hervorgerufen 
wird, ist eine ansteckende Erkrankung der Darmschleimhaut beim 
Menschen und anderen Pr imaten. Shigella dysenteriae 1 (Shiga's 
bacillus) verursacht die schwerste Form der Krankheit und kann 
zu ernsten Kompl ikationen fuhren, beispielsweise dem haemolyti- 
schen Uraemiesyndrom (H.U.S., wozu haemolytische Anaemie, Throm- 
bocytopenia und akutes Nierenversagen zahlen), leukSmoide Reak- 
tionen und Sepsis, insbesondere bei Kindern. Es ist gegenw&rtig 
fur eine groBe Pandemie verantwortl ich, die den indischen Sub- 
kontinent, Teile von Afrika, Sudostasien, China und Teile von 
Lateinamerika heimsucht. 

Eins der unterscheidenden Merkmale von S. dysenteriae 1 ist die 
Bildung gro3er Mengen von Shigatoxin, einem der potentesten Cy- 
totoxine, die bekannt sind. Obgleich Shigatoxin eine Vielzahl 
von Zelltypen abtotet, ist es besonders aktiv gegeniiber vaskula- 
ren Endothelialzel len, was vermutlich fur die schweren Komplika- 
tionen verantwortl ich ist, die mit Infektionen durch Shiga's ba- 
cillus verbunden sind. Anti-Dysenterie-Impf stof f e sollten daher 
einen Schutz nicht nur gegen den Organismus selbst, sondern auch 
gegen Shigatoxin vorsehen, 

Shigaartige Toxine spielen auch eine Rolle bei anderen Infektio- 
nen des Menschen und der Tiere. Einige Serotypen von Escherichia 
coli, beispielsweise 0157 :H7, produzieren haemorrhagische Coli- 
tis, eine afebrile wasserige Diarrho, die in blutige Diarrho 
Ubergeht, und bei Versuchstieren lassen sich Symtome von hae- 
morrhagischer Colitis dadurch reproduzieren, daB das gereinigte 
Toxin allein verabreicht wird. Oft sind mit haemorrhagischer Co- 
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litis schwere Kompl ikationen, wie H.U.S. verbunden, die gleich- 
falls mit Shiga-baci 1 lus-Inf ektionen zusammenhangen. Shigaarti- 
ges Toxin produzierende £. coli Serotypen verursachen gleich- 
falls ernsthafte Erkrankungen, wie die Odemerkrankung des 
Schweins bei landwi rtschaftl ich gehaltenen Tieren, was zu be- 
trachtlichen wi rtschaftl ichen Verlusten fuhrt. 

Es besteht daher ein dringendes Bedurfnis, Impfstoffe zur Anwen- 
dung sowohl auf dem Human- als auch auf dem Tiersektor gegen 
Shiga und verwandte Toxine zu entwickeln. 

Shiga- und shigaartige Toxine sind zweiteilige (bipartite Mole- 
kiile), die sich aus zwei verschiedenen Typen von Untereinhei ten 
aufbauen, der A-Untereinhei t (Mr = 32.000) und der B-Unterein- 
heit (Mr = 7,700), die nicht-kovalent in einem stochiometrischen 
Verhaltnis der Untereinhei ten von etwa einer A-Kette zu fiinf B- 
Ketten assoziiert sind. Die A-Untereinhei t ist gegenuber 
eucaryotischen Zellen toxisch, und die B-Untereinheit besitzt 
eine Rezeptor-Bindungsstelle, die die Aufnahme des Toxins in 
Zellen ermoglicht. Daher sollte eine wirksame Schleimhaut- und 
Serum-Anti-Toxin-Immunantwort gegen die B-Untereinheit das Ein- 
dringen des Toxins in intestinale Epithel ialzellen und vaskulare 
Endothel ialzel len verhindern, urn eine ernste Erkrankung auszu- 
schliessen. 

Jedoch ist eine hochgradige Expression von Fremdpolypeptiden in 
Impfstof f stammen mit mehreren Nachteilen belastet; Beipiele 
sind: 

(i) Das Fusionieren von heterologen Polypeptiden mit Tragermole- 
kulen, beispielsweise dem LamB-Protein, ist oft schwierig, da 
fur die GrSGe des passierenden bzw. Passsagier-Polypeptids 
(passenger polypeptide), das stabil eingesetzt werden kann, eine 
Grenze gegeben ist (Charbit et al . 1988). 

(ii) Hocheffektive Expression heterologer Polypeptide im Cyto- 
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plasma fQhrt oft zum Abbau des Proteins und der Bildung von Ein- 
schluBkdrpern. 

(iii) Die Fusionierung von Fremdpolypeptiden mit Tragermoleku- 
len, wie B-Galactosidase, im Hinblick auf eine Expression im Cy- 
toplasma fuhrt gleichfalls oft zu ToxizitSt gegentlber der Zelle, 
was die Impf stoff stamme unbrauchbar macht. 

Es besteht daher ein Bedurfnis, ein geeignetes Expressionssystem 
zu entwickeln, mit dem sich groBe heterologe Polypeptide stabil 
in groBer Ausbeute exprimieren lassen, ohne daB EinschluBkdrper 
gebildet werden Oder Toxizitat gegenUber den Impf stoff stammen 
auftritt. 

UnlSngst ist ein genetisches System entwickelt worden, um 
passierende bzw. Passagierproteine (passenger proteins) aus E. 
coli in das Medium mit Hilfe einer Fusion an die 23 kD groBe C- 
terminale Signaldom^ne von Haemolysin (HlyA) abzugeben; Mackman 
et al . 1987. Die Haemolysin-Gene sind in einem Operon (hly C, A, 
B, D) organisiert, und das HlyC-Protein ist in die 
postranslationale Aktivierung des 107 kD groBen HlyA-Proteins zu 
seiner aktiven Form verwickelt. Der Export- bzw. 
Ausschleusungsmechanismus benutzt ein spezif isches" 
Sekretionssignal in den letzten 50 C«terminalen Aminosauren des 
HlyA und einen membrangebundenen Translokationskomplex , der sich 
aus HlyB und HlyD aufbaut (Wagner et al . 1983), sowie mindestens 
ein Gastprotein, das kleinere AuBenmembranprotein TolC 
(Wandersman und Delepelaire 1990), das das HlyA-Molekul direkt 
zum Medium ohne periplasmatische Zwischenstufe transportiert 
(Gray et al . 1986 und Koronakis et al . 1989). 

Dieser Stand der Technik sei wie folgt noch naher erlautert. Um 
oral zu verabreichende Impf stoff e gegen Infektionen zu entwic- 
keln, die auf S. dysenteriae 1 zuruckgehen, wurden attenuierte 
bzw. abgeschwachte Sa Imone 7 7s-Hybridstamme konstruiert, die das 
O-Antigen von S. dysenteriae 1 exprimieren (Mills et al . 1988 
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und Mills & Timmis 1988), um O-Anti gen-spezif ische , lokalisierte 
Schleimhautimmun-Antworten zu stimulieren. Eine notwendige zu- 
satzliche Komponente der Hybridimpf stof f stamme ist der EinschluB 
einer in geeigneter Weise exprimierten Shigatoxin-Untereinheit 
B , um eine Immunantwort hervorzurufen, die die biologische Akti- 
vitat des Toxins neutral isiert, um den Schweregrad der Erkran- 
kung herabzusetzen. 

Die Expression von Fremdpolypeptiden , die an Tragermolekule fu- 
sioniert sind, wie beispielsweise das LamB-Protein , leidet an 
dem Nachteil, das es fur das Passagier-Polypeptid, das stabil 
eingesetzt werden kann, eine GroBenbeschrankung gibt (Charbit et 
al . 1988). Fur groBere Pol ypeptide, konnen alternative MaBnahmen 
vorgesehen werden, beispielsweise eine Fusion an den N-termina- 
len Bereich der B-Galactosidase (Jacob et al . 1985, Brown et al . 
1987. Unlangst ist ein genetisches System fur die Ausschleusung 
von Passagier-Proteinen aus B. coli in das Medium mit Hilfe ei- 
ner Fusion an die 23 kD groBe C-terminale Signaldomane von 
Haemolysin (HlyA) (Mackman et al . 1987) mit dem Anliegen entwic- 
kelt worden, rekombinante Proteine zu reinigen. 

Das Cytotoxin, also Haemolysin, wird durch uropathogene Stamme 
von Escherichia coli (Welch et al . 1981) sekretiert und in das 
Medium ohne Vermittlung einer N-terminalen Si gnal-secA/secY- 
Route ausgeschleust bzw. transloziert (Felmlee et al . 1985 und 
Blight et al . 1990). Die Haemolysin-Gene sind in einem Operon 
(hly C, A, B, D) organisiert, und das HlyC-Protein ist in eine 
posttranslationale Aktivierung des 107 kD groBen HI yA-Proteins 
zur cytotoxischen Form einbezogen. Der Exportmechanismus benutzt 
ein spezifische Sekretionssignal in den letzten 50 C-terminalen 
Aminosauren des HlyA und einen membrangebundenen Translo- 
kationskomplex, aufgebaut aus HlyB und HlyD (Wagner et al . 
1983), sowie mindestens ein Gastprotein, das kleinere AuBen- 
membran-Protein TolC (Wandersman & Delepelaire 1990), das das 
HlyA-Molekul direkt in das Medium ohne periplasmatische 
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Zwischenstufe transportiert (Gray et al . 1986 und Koronakis et 
al. 1989). 

Erf indungsgem&B wurde nun die Shigatoxin-Untereinheit B mit dem 
23 kD groBen C-Terminus von E. coli Haemolysin A (HlyA) fusio- 
niert und festgestellt, daB das Fusionsprotein von dem attenu- 
ierten Antigen-Tragerstamm Salmonella typhimurium arok' SL3261 
ausgeschleust wird. Die Expression der Genfusion wurde unter der 
Kontrolle eines modif izierten synthetischen B-Lactamase-Promo- 
tors (konstituti ve Expression) und der Kontrolle des in vivo 
induzierbaren Aerobactin-Promotors untersucht. Orale und 
intraperi toneale Immunisierung von Mausen mit Salmonella typhi- 
murium aroA-(SL3261 )-Hybridstammen fQhrte zu einer Stimulierung 
von Immunantworten auf die Untereinheit B, die fur Schleimhaut 
spezifisch ist, und von Serumantikorpern-Antworten. 

Erf indungsgemaB kann damit erstmals berichtet werden, daB ein 
ausgewShltes Antigen (candidate antigen) von einem Antigentra- 
ger-Impfstoffstamm der Gattung Salmonella fur antigenspezif ische 
Immunantworten ausgeschleust wird. Dieses System weist die fol- 
genden Vorteile auf: 

(i) Es konnen groBere Polypeptide an die Haemolysinexportma- 
schine solange fusioniert werden, wie das heterologe Polypeptid 
keine Transf erstopsequenzen ("stop transfer" sequences) kodiert. 

(ii) Da sich das Fusionsprotein nicht in den Zellen anhauft, 
konnen sehr hohe Expressionsni veaus erreicht werden, ohne daB es 
zu einer Toxizitat fur den Impfstamm kommt. 

Das erf indungsgemaBe System ist daher auch zur Expression von 
shigaartigen Toxinen, wie SLT-II und SLT-IIv, geeignet, urn 
starke Immunantworten gegen ihre rezeptorbindende Untereinheit 
zu liefern, und ferner ist es auch fOr andere bakterielle Toxine 
von Schleimhauterregern geeignet. 

Erf indungsgemaB wurde also das Shigatoxin-Protein der Unterein- 
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heit B mit dem 23 kD groBen C-Terminus von HI yA fusioniert, urn 
das Untereinheit B/HlyA-Fusionsprotein in das extrazellulare Me- 
dium zu exportieren. Derartige Hybridproteine (chimeric prot- 
eins) wurden in Salmonella typh imurium aroA-Antigentrager -Impf - 
stamm SL3261 (Hoseith & Stocker 1981) zum Einsatz fur orale und 
intraperitoneal Immunisierungen exprimiert, urn zu ermitteln, ob 
Immunantworten stimuliert werden konnten, die fur die Unterein- 
heit B spezifisch sind. 

Erf indungsgemaB wurde also die Shigatoxin-Untereinheit B mit dem 
23 kD groBen C-Terminus von E. co 1 7-Haemolysin A (HlyA) fusio- 
niert und von dem attenuierten Antigentragerstamm Salmonella ty- 
phimurium arok' SL3261 exportiert. Die Expression des Hy- 
bridproteins wurde unter der Kontrolle eines modif iziertes syn- 
thetischen B-Lactamase-Promotors (konstitutive Expression) und 
unter der Kontrolle eines 7'n vivo induzierbaren Aerobactin-Pro- 
motors untersucht. Auch wurde der EinfluB der Plasmidkopien-An- 
zahl unter Verwendung von Mediumkopier- und Hochleistungskopier- 
Plasmidvektoren untersucht. Es wurde eine Stimulierung von fur 
die Untereinheit B spezifischen Anti korper-Antworten in Mausen 
nach oraler und intraperi tonealer Immunisierung mit Hybridstam- 
men SL3261 durchgef uhrt , urn drei unterschiedl iche Arten der Un- 
tereinheit-B-Expression zu untersuchen. 

(i) Cytoplasmatische Hochleistungsexpression der Untereinheit B. 

(ii) Das cytoplasmatisch exprimierte Untereinheit B/B-Galactosi- 
dase-Fusi onsprote in, 

(iii) Das Untereinheit B/HlyA-(23 kD C-Terminus)-Fusionsprotein, 
ausgeschleust in die extrazellulare Umgebung. 



Erf indungsgemaB wurde die Expression von Shigatoxin-Untereinheit 
B/Haemolysin-A-(C-Terminus)-Fusionsproteinen unter vier ver- 
schiedenen Bedingungen untersucht: 

(a) Die StxB/C-T: MyA-Genf usion war unter der Kontrolle eines in 
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vivo induzierbaren Aerobactin-Promotors, der entweder vom Plas- 
midvektor pBR322 (Kopienzahl etwa 30 bis 40/Zel le/Generation) 
Oder 

(b) vom PLasmid PUC18 (Kopienzahl etwa 70/Zel le/Generation) ge- 
tragen wurde und 

(c) die stxB/C-T:/7?yA-Fusion war unter der Kontrolle eines kon- 
stitutiven, modif izierten, synthetischen 0-Lactamase-Promotors, 
der eine Expression auf moderatem Niveau lieferte, wobei die Fu- 
sionen gleichfalls entweder mit Hilfe des Plasmids pBR322 Oder 

(d) des Plasmids pUC18 durchgefQhrt wurden. Damit war eine Un- 
tersuchung der Promotorstfcrke und der Plasmidkopienzahl im Hin- 
blick auf die StabiliSt einer Expression des StxB/C-T:HlyA-Fusi- 
onsproteins moglich. 

(e) Ferner wurde eine Vergleichsanalyse durchgefQhrt, bei der 
die Untereinheit B auf hohem Niveau in Cytoplasma exprimiert 
wurde und ferner ein 0-Galactosidase-Fusionsprotein in Cyto- 
plasma exprimiert wurde. 

Untersuchungen des Stands der Technik unter Einsatz der Haemoly- 
sin-Exportmaschinerie zur Sekretion heterologer Polypeptide wur- 
den in £. co 7 7 durchgefQhrt. Es war jedoch nicht bekannt, ob 
derartige Fusionsproteine auch von Salmonella typhimurium expor- 
tiert werden konnten. Die erf indungsgemaSen Expressionsstudien 
wurden gleichzeitig sowohl mit E. coli K-12 und dem Antigentra- 
ger-Impfstamm S. typhimurium aroA* SL3261 durchgefQhrt. 

Die Vergleichsanalyse zeigte, da0 die Fusionsproteine sowohl von 
E. coli K-12 als auch von S. typhi muri um-arok- Stammen exportiert 
werden konnten, was nahelegte, daB die Haemolysin-Exportmaschi- 
nerie in S. typhimurium funktionierte. Rekombinante Plasmide auf 
Basis von pUC18 erwiesen sich jedoch als fur die Zellen toxisch, 
wobei ein gewisser Abbau des Fusionsproteins festgestellt werden 
konnte. Die Bakterienzel len, die die Plasmide beherbergten, . 
konnten nicht bis zu einer Zelldichte von mehr als 10 7 Lebend- 
zell en/ml gezuchtet werden. Andererseits waren die Plasmide auf 
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Basis von pBR322 stabi 1 ; es gab keinen Hinweis auf einen Abbau 
des Fusionsproteins, wobei eirie Lebendzel ldichte von 10 s Zel- 
len/ml leicht zu erzielen war. Bei fruheren Untersuchungen , bei 
denen verschiedene Regionen der Shigatoxin-Untereinheit B in die 
der Bakterienzelloberf lache ausgesetzte Schleife des LamB-Pro- 
teins fusioniert wurden, wurde festgestellt, daB nur kurze Un- 
tereinheit B-Polypeptide stabi 1 unter Verwendung von LamB als 
Tragermolekul exprimiert werden konnten. Die vollstandige Unter- 
einheit B (69 Aminosauren) , die in das LamB-Expressionssystem 
fusioniert worden war, erwies sich gegenuber den Wi rtsbakterien 
als toxisch und bildete groBe intrazel lulare Aggregate. Die 
Haemolysin-Exportmaschinerie scheint daher dann geeignet zu 
sein, wenn grSBere Polypeptide als Fusionsproteine exprimiert 
werden miissen, sofern das eingefugte Polypeptid keine ubertra- 
gungs-Stoppsequenzen ("stop transfer" sequences) aufweist. 

Die S, typhimurium aroA-Hybridstamme , die die Untereinheit B als 

(i) Cytoplasma-Protein exprimieren oder 

(ii) fusioniert an B-Galactosidase und cytoplasmatisch expri- 
mieren oder 

(iii) fusioniert mit HI yA (C-Terminus) in die extrazel lulare Um- 
gebung ausschleusen, wurden zur oralen und intraperetonealen Im- 
munisierung von MSusen verwendet, urn zu untersuchen, welches Ex- 
pressionssystem sich bei der Stimul ierung von fur die Unter- 
einheit B spezifischen Anti korperantworten als am wirksamsten 
erwies. Die Ergebnisse zeigen, daB signifikante Anti korperant- 
worten auf die Untereinheit B mit alien drei Systemen erreicht 
werden konnten. Jedoch scheint eine hochgradige Expression des 
gewunschten Antigens (candidate antigen) fur das Wi rtsbakterium 
nachteilig zu sein, so daB eine moderate Expressionsrate zweck- 
mSBiger erscheint. Eine konstitutive Expression, beispielsweise 
mit dem synthetischen B-Lactamase-Promotor , oder ein in vivo in- 
duzie.rbares System, beispielsweise mit dem Aerobactin-Promotor , 
lieferte bessere Ergebnisse bezogen auf die Stabi li tat des 
Wirtsbakteriums. 
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Die Serumantworten waren im allgemeinen starker als die Schleim- 
hautantikorper-Antworten. Ein moglicher Grund fur diese Beobach- 
tung konnte darin zu sehen sein, daB die Gewinnung bzw. Isolie- 
rung von Antikorpern aus dem Darm erschwert ist. Untereinheit 
B/B-Galactosidase-Fusionsproteine zeigten betrachtlich hChere B- 
Galactosidase-Antworten, was m6gl icherweise eine hbhere Epitop- 
dichte bei dem vie! groOeren B-Galactosidase-Polypeptid (107 kD) 
im Vergleich zur Untereinheit B (7,7 kD) widerspiegelt . 



Nachstehend wird die Erfindung durch Figuren und experimentel le 
Daten n&her erlautert. 



F i gurenbeschrei bung 
Fig. 1: 

Plasmidkonstruktionen fur die Expression von StxB/C-T:HlyA-Fusi- 
onsproteinen. Zur besseren ubersichtl ichkeit sind nur die rele- 
vanten Teile der Einfugungen der Plasmide dargestellt. 

Fig. 2: 

Western-Blott-Analyse der Expression von Shigatoxin-Untereinheit 
B/Haemolysin-A-(C-Terminus)-Fusionsproteinen. Die Bereichte der 
Untereinheit B der Fusionsproteine wurden durch fQr die Un- 
tereinheit B spezifische monoklonale Antikorper StxBMbl ermit- 
telt. 

(A) Bahn 1, £. co7f JM101/pLG612+pLG575 (Gesamtzel lextrakt ) ; 
Bahn 2, Kul turiiberstand der Zellen von Bahn 1; Bahn 3, 
JM101/pSU204+pLG575 ( Aerobakti n-Promotor/stxB/C-T : MyA/pBR322; 
Gesamtzel lextrakt); Bahn 4, KulturOberstand der Zellen von Bahn 
3; Bahn 5, JM101 /pSU206+pLG575 (MS B-Lactamase-Promotor/stxB/C- 
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T:/)7yA/pBR322; Gesamtzellextrakt); Bahn 6, Kul turuberstand der 
Zellen von Bahn 5. 

(B) Man vergleiche Fig. 2A mit der Ausnahme, da0 der Wirtsstamm 
Salmonella typhimurium arok" SL3261 ist. 

(C) Bahn 1, SL3261/pLG612+pLG575 (Gesamtzellextrakt); Bahn 2, 
Kul turuberstand der Zellen von Bahn 1; Bahn 3, 

SL3261 /pSU203+pLG575 ( Aerobacti n-Promotor/stxB/C-T : h 7/A/pUC1 8 ; 
Gesamtzellextrakt); Bahn 4, Kul turuberstand der Zellen von Bahn 
3; Bahn 5, SL3261 /pSU205+pLG575 (MS (3-Lactamase-Promotor/stxB/C- 
T:h7yA/pUC18; Gesamtzellextrakt); Bahn 6, Kul turuberstand der 
Zellen von Bahn 5. 

Fig. 3: 

Schleimhaut- und Serumantikorperantworten in Mausen nach oraler 
und intraperotenealer Immunisierung mit verschiedenen S. typhi- 
murium aroA-(SL3261 )-Hybridstammen . 

Fig. 3.1: 

Antworten auf die Untereinheit B nach Immunisierung mit 
SL3261/pSU108 ( cytoplasmatische Hochleistungsexpression der Un- 
tereinheit B) und SL326l/pJL503 (negative Kontrolle). 

Fig. 3.2: 

Antikorperantworten auf Untereinheit B und B-Galactosidase nach 
Immunisierung mit SL3261/pSU207 (Untereinheit B/B-Galactosidase- 
Fusionsprotein, cytoplasmatisch exprimiert; Expression der Kon- 
trolle des Aerobacti n-Promotors) und SL3261/pcon1 (Plasmidvek- 
tor, der 7acZ unter der Kontrolle des Aerobacti n-Promotors ex- 
primiert; negative Kontrolle auf Antworten auf die Untereinheit 
B). 
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Fig. 3.3: 

Antikorperantworten auf Untereinheit B nach Immunisierung mit 
SL3261/pLG575/pSU204 (Expression von stxB/C-T: : hlyk unter der 
Kontrolle des Aerobactin-Promotors) , SL3261 /pLG575/pSU206 (Ex- 
pression von stxB/C-T: :MyA unter der Kontrolle des MS-0-Lacta< 
mase-Promotors) und SL3261/pLG575/pLG612 (Expression von C- 
T::A)7yA unter der Kontrolle des 7ac-Promotors; negative Kon- 
trolle auf Antworten auf die Untereinheit B). 



MATERIALIEN UND METHODEN. 
Bakterienstamme, Plasmide und Medien: 

E. co7f-Stamm JM101 (F-, traD36, lad*, (7acZ)M15, proAB, supE, 
thi, 7ac-proAB; vergleiche Yanisch-Perron et al . 1985) wurde als 
Empf anger fur alle rekombinanten Plasmide verwendet. Die Salmo- 
nella- typhi murium- aroA-Mutante SL3261 (Hoseith & Stocker 1981) 
und der restriktionsnegati ve S. -typhimurium-StGLtm SL5283 wurden 
von B.A.D. Stocker (Stanford Univ, Schl . of Medicine, USA) zur 
VerfQgung gestellt. Die Plasmide pLG612 (tragt den 23 kD gro&en 
C-Terminus von hlyk und einen Teil des N-Terminus von hlyB unter 
der Kontrolle des 7ac-Promotors, der mit IPTG induziert werden 
kann) und pLG575 (Chloramphenicol-resistentes Plasmid), das die 
hlyB- und h7yD-Gene tragt, geklont in das tet-Resistenzgen des 
Plasmids pACYC184 (Mackman et al . 1985) wurden von Dr. Holland 
(Univ. of Leicester, U.K.) zur Verfugung gestellt. Das Plasmid 
PSU201 (Guo-fu Su et al . 1992) tragt das stxB-Gen unter der Kon- 
trolle des Aerobaction-Promotors und die Plasmide pBR32 (Bolivar 
et al. 1977) und pUC18 (Yanisch-Perron et al . 1985) wurden als 
Klonierungsvektoren fur allgemeine Zwecke verwendet. Die fol gen- 
den Plasmide wurden von Guo-Fu Su und Mitarbeitern beschrieben 
(1992); (i) Plasmid pSU108 (tragt das stxB-Gen unter der Kon- 
trolle von lambda-PL- und lambda-pR-Promotoren, die waremeindu- 
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zierbar sind); 

(ii) Plasmid pJLA503 (Hochleistungsexpressions-Plasmid; Schauder 
et al. 19B7); 

(iii) Plasmid pSU207 (trSgt die stxB/ 7acZ-Genf usion unter der 
Kontrolle eines Aerobactin-Promotors) ; 

(iv) Plasmid peon 1 (tragt das 7acZ-Gen unter der Kontrolle ei- 
nes Aerobactin-Promotors; Lorenzo et al . 1987) und 
luria-Bruhe und Luria-Agar (Miller 1972) wurden als vollstandige 
Medien fur routinemSGiges Wachstum aller Stamme verwendet; falls 
erf orderl ich, wurden Bakterienwachstumsmedien mit Antibiotika 
Ampicillin (100 M9/ml ) Oder Chloramphenicol (30pg/ml) supplement 
tiert. Restriktionsendonuclease, T4-DNA-Ligase, DNA-Polymerase 
(Klenow Enzym) und alle anderen Enzyme wurden entweder von Boh- 
ringer GmbH (Mannheim, Deutschland) Oder von New England Biol- 
abs, Inc., Beverly, Mass.) bezogen und entsprechend den Angaben 
des Herstellers eingesetzt. 

DNA-Manipulationen: DNA-Praparation und genetische Manipulation 
nen wurden nach Standardprotokol len durchgefuhrt (Maniatis et 
al , 1982); Plasmid DNA-Transf ormation von Bakterienzel len wurden 
gema|3 Hanahan (1983) vorgenommen. 

SDS-Polyacrylamid Gel-Elektrophorese: Diskontinuierl iche Natrium 
Dodecyl Sulf at-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-Page) wurde 
gem^e Schagger & Jagow (1987) vorgenommen. Zuvor markierte SOS- 
Page-Molekulargewichtsmarker waren entweder von Bio-Rad (97,4, 
66,2, 45,0, 31,0, 21,5 und 14,4 kD) Oder von Sigma (84,0, 58,0, 
48,5, 36,5, 26,6 kD); man vergleiche die Figuren. 

Western-Blott-Analyse von Gesamtzel lextrakten und Kulturuber- 
standf raktionen: Bakterienzellen von Obernachtkulturen (1 ml) 
wurden durch Zentrif ugieren gesammelt. Zu den uberstandsf raktio- 
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nen (etwa 900 pi) gab man 100 pi 100-proz. TCA (Tri-Chlor-Essig- 
s&ure) urn extrazellul&re Proteine auszuf&llen. Nach sorgfSltigem 
Mischen wurde die Probe bei 4 *C 30 min. Tang inkubiert und 15 
min. lang zentrif ugiert, wobei der Oberstand verworfen wurde. 
Das Protein Pellet (Kulturtiberstandsf raktion) wurde in 20 pi 
Puffer resuspendiert (16 pi 1M Tris-base, 2 pi 10x Crack Puffer 
[1x Crack Puffer: 60 mM Tris-HCl pH 6,8, 1-proz. SDS, 1-proz. 2- 
Mercaptoethanol , 10-proz. Glycerin 0,01 mg Brornphenol blau] 2pl 
Glycerin). Das Bakterien Pellet (Gesamtzel If raktion) wurde in 50 
pi Puffer resuspendiert. Der Oberstand und die Gesamtzel If rank- 
tionen wurden auf 100 *C 10 min. lang erhitzt, bevor man 20 pl- 
Proben auf SDS-page gab. Nach Elektrophorese wurden die Gele auf 
Nitrozel lulose blottiert; die Anwesenheit von Shiga toxin-Unter- 
einheit B/HlyA-Fusionsproteinen wurde durch fur die Untereinheit 
B spezifische monoklonale Antikbrper StxBMbl nachgewiesen (Guo- 
Fu Su et al. 1992). 

Immunisierung und Sammeln von Seren und DarmwSschen: 8 bis 10 
Wochen alte weibliche BALB/c Mause (vier Mause pro Immunisieung) 
wurden oral und intraperetoneal praktisch gem&B Guo-Fu sun und 
Mitarbeitern (1992) immunisiert. Innocula zur Immunisierung wur- 
den folgendermaBen vorgesehen. 

Es wurden Uber Nacht Kulturen des S. typM/nur?um-aroA-Stammes 
SL3261, die entweder das Plasmid pSU108 oder das Plasmid pJLA503 
(Negativkontrol le) trugen, frisch in Luria-BrUhe mit einem Ge- 
halt an Ampicillin kultiviert, bis ein ODeoo-Wert von 0,7 er- 
reicht wurde. Die Zellen wurden fur 45 min. auf 42 'C gebracht, 
urn die lambda Pl- und Pp-Promotoren zu induzieren. Die Kulturen 
wurden zweimal in steriler normaler Kochsalzlosung gewaschen und 
in einem geeigneten Volumen Kochsalzlosung bis zu einer Endkon- 
zentration von 10 11 CFU/ml resuspendiert. 0,1 ml der Zellsuspen- 
sion wurden fur die orale Immunisierung verwendet. Ferner wurden 
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die Zellen auf 10* CFU/ml verdunnt, wobei 0,1 ml Zellen fur di 
intraperi toneale Immunisierung verwendet wurden. 

SL3261-Stamme, die entweder das Plasmid pconl (Negati vkontrol le) 
oder das Plasmid pSU207 trugen) wurden gleichfalls wie vorste- 
hend wachsengelassen, bis der ODeoo-Wert 0,3 erreichte. Man gab 
2,2'-Bipyridyl hinzu (Endkonzentration 100 pM, zum Induzieren 
des Aerobactin-Promotors) ; man lieB die Zellen weiter 3 h lang 
wachsen. Die Kulturen wurden gewaschen, resuspendiert und wie 
vorstehend zum Immunisieren verwendet. Man lieB SL3261 /pLG575- 
St&mme, die entweder das Plasmid pLG612 (Negati vkontrolle) , 
pSU204 oder pSU206 trugen, wie vorstehend in Luria-Bruhe (er- 
g&nzt mit Ampicillin und Chloramphenicol) wachsen, bis der 
ODeoo-Wert 1 ,0 (fur Plasmid pSU206) bzw. 0,3 (fur Plasmid pLG612 
und pSU204) erreichte. Zellen mit Plasmid pLG612 wurden mit IPTG 
(Enkonzentration 1 mM) induziert, und Zellen mit Plasmid pSU204 
wurden mit 2,2*-Bipyridyl (Endkonzentration 100 pM) induziert. 
SL3261/pLG575/pLG612-Kulturen lieB man ferner 45 min. lang und 
SL3261/pLG575/pSU204-Kulturen ferner 3 h lang wachsen. Die Zel- 
len wurden gewaschen, resuspendiert und zum Immunisieren wie 
vorstehend verwendet. 

ELISA: Proben fur ELISA wurden reihenweise in einer mit Phosphat 
gepufferten Kochsalzlosung (pH 7,2) verdunnt. Bestimmungen der 
Anti-Untereinheit B und der Anti-Glactosidase wurden dadurch 
durchgefuhrt, daB man zuvor Mi kroti terplatten mit 1 U9 gereinig- 
ter Untereinheit B (Guo-fu Su et al . 1992) bzw. 1 pg gereinigter 
B-Galatosidase (von Sigma Chemical Co.) uberzog. Fur Serumbe- 
stimmungen von IgG + IgM wurde IgG + IgM (peroxidase conjugated 
goat anti-mouse IgG + IgM; von Dianova) verwendet; Schleimhaut- 
IgA wurde dadurch bestimmt, daB man IgA (peroxidase conjugated 
goat anti-mouse IgA; von Southern Biotechnology Inc.) verwen- 
dete. Die Ergebnisse wurden mit einem Bio-Rad-Microplate-Reader 
(Model 1 3550) gelesen. 
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Plasmidkonstruktion zur Expression von HlyA-(C-Terminus J 
/Untereinheit B-Fusionsprotei nen: Das EcoRI/0^7II-Fragment des 
Phagemids pSU201 , das stxB unter der Kontrolle des Aerobactin- 
Promotors trug, wurde in die EccRI/Sma 7I-Stel len des Plasmids 
pUC18 subkloniert, wobei man Plasmid pSU202 erhielt; Figur 1. 
Die C-terminale 23 kD groBe Region von /?7yA (als C-T:h7yA be- 
zeichnet) und etwa 50 Basenpaare des N-terminalen Bereichs von 
hly& auf einem Smal/Hpa-Fragment warden in die WfncII-Stel le des 
Plasmids pSU202 eingesetzt. Das resultierende Plasmid pSU203 
(Figur 1) tragt das stxB-Gen, das im Leserahmen mit C-T:h7yA fu- 
sioniert ist. Das EcoRI/Hfndlll-Fragment des Plasmids pSU203, 
das die Aerobactin-Promotor/stxB/C-T: A)7yA-Kassette tragt, wurde 
in die £coRI-tf fndlll-Stel le des Plasmids pBR322 subkloniert, wo- 
bei man Plasmid pSU204 erhielt; Figur 1. Das fcoRI/£a/flH I- Frag- 
ment von Plasmid pSU203, das den Aerobactin-Promotor tragt, 
wurde durch den modif i zierten synthetischen 3-Lactamase-Promotor 
ersetzt (als MS G-Lactamase-Promotor bezeichnet). Diese Kon- 
struktion fQhrte zum Plasmid pSU205 (Figur 1), das eine EpcRI- 
tf7'nc/III-Kassette tragt, die die MS-0-Lactamase-Promotor/stxB/C- 
T:/?7yA-Region umfaBt, die in die EccRl/ Hi ndlll-Stel len des Plas- 
mids pBR322 eingesetzt werden konnte, wobei man Plasmid pSU206 
erhielt; Figur 1. 

Die Plasmide pSU203 und pSU204 (die die Aerobactin-Promo- 
tor/stxB/C-T;/i7yA-Kassette im Vektor pUC18 bzw, pBR322 tragen) 
und die Plasmide pSU205 und pSU206 (die die MS-B-Lactamose-Pro- 
motor/stxB/C-T:/?7yA-Kassette im Vektor pUC18 bzw. pBR322 tra- 
gen), wurden in E. co77 K 12- und S. typhimurium- aroA-Stamme 
SL3261 transformiert, die Plasmid pLG575 trugen. Vor der Trans- 
formation bei S. typhimurium arok~ SL3261, wurden die Plasmide 
zuerst durch den restriktionsnegativen Stamm S. typhimurium 
SL5283 passiert. 
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Western-Blott-Analyse von StxB/C-T:HlyA-Fusionsproteinen in E. 
coli K 12 und Salmonella-typhimurium-aroA-Stamm SL3261: Das Pel- 
let und die Oberstandsf raktionen der Bakterienzel len, die die 
rekombinanten Plasmide bzw. die Vergleichsplasmide beherbergten , 
wurden an SDS-PAGE eine Elektrophorese und eine Western-Blott- 
Analyse auf Nitrocellulose unterworfen* Man ermittelte die Fusi- 
onsproteine, indem man den fur die Untereinheit B spezif ischen 
monoklonalen Antikorper SStxBMbl einsetzte (Fig- 2). Man stellte 
fest, da& das StxB/C-T:HlyA-Fusionsprotein in die extracel lul&re 
Umgebung bei alien untersuchten Stammen exportiert wurde; Figu- 
ren 2A, 2B und 2C; Bahnen 4 und 6. Das StxB/C-T:HlyA-Fusionspro- 
tein, das vom Aerobactin-Promotor exprimiert wird, ist 7 kD 
grbBer als das gleiche Fusionsprotein , das vom MS-B-Lactamase- 
Promotor exprimiert wird, da das EcoRI/BaftHI-Aerobactin-Promo- 
tor-Fragment im Plasmid pSU201 (Figur 1) ferner einen Teil des 
7'ucA-Gens trSgt (das erste Gen des Aerobactin Operons), das ein 
7 kD groBes Polypeptid kodiert (Lorenzo et al . 1987). Die ,Menge 
des exprimierten Fusionsproteins war viel grower in Plasmiden 
auf Basis von pUC18 als in Vektoren auf Basis von pBR322; man 
vergleiche Figuren 2B und 2C; Bahnen 4 und 6. Jedoch fuhrte die 
bohere Expressionsrate auch zu einem gewissen Abbau des Fusions- 
proteins (Figur 2C; Bahnen 4 und 6), wobei sich Toxizit&t gegen- 
uber den Wirtszellen ergab. Da es nicht moglich war, diese Bak- 
terien zu einer Lebendzelldichte von mehr als 1D 7 /ml heranwach- 
sen zu lassen. Die Konstrukte auf Basis von pBR322 waren stabil, 
wobei man die Zellen bis zu 10 9 Lebendzell en/ml heranwachsen 
lassen konnte. 



Analyse von fUr die Untereinheit B spezif ischen Immunantworten 
in MSusen nach oraler und interperi tonealer Immuni sierung mit 
dem Salmonella-typhimurium-aroA-Hybridstamm SL3261: Man analy- 
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sierte Salmonella typhimurium-aroA-Stamme (SL3261) die die Un- 
tereinheit B in drei verschiedenen Former* exprimieren, zum Sti- 
mulieren von fOr die Untereinheit B spezif ischen Immunantworten 
in Mausen nach oraler bzw. interperi tonealer Immunisierung . Die 
getesteten Expressionssysteme umfaBten folgende Expressionen: 
(1) Cytoplasmatische Hochleistungsexpression der Untereinheit B 
(Plasmid pSU108; guo-fu Su et al . 1992); 

(ii) cytoplasmatische Expression eines Untereinheit B/B-Galacto- 
sidase-Fusionsproteins (Plasmid pSU207 ; Guo-fu Su et al . 1992); 

(iii) Untereinheit B/C-T : :HlyA-Fusionsprotein, exprimiert entwe- 
der unter der Kontrolle des Aerobactin- Oder des MS-B-Lactamase- 
Promotors (Plasmide pSU204 und pSU206), Diese Fusionsproteine 
wurden in den extrazellularen Darm exportiert. Man analysierte 
Darmf lussigkeit auch Anti-Untereinhei t B-Schleimhaut-IgA- und 
Serumantikorper-Antworten (IgG + IgM), wShrend man das Serum der 
interperitonealen Immunisierung von Mausen auf Antikorper-Ant- 
worten (IgG + IgM) analysierte. Die Proben, die man nach Immuni- 
sierung mit S. typhimurium-aroA erhielt, daB das Plasmid pSU207 
trug, wurde auf B-Galactosidase-Antworten untersucht. Die.Ergeb- 
nisse (Figuren 3,1, 3.2 und 3.3) zeigten, daB in alien Fallen 
Signifikante fQr die Untereinheit B spezifischer Antikorper-Ant- 
worten sowohl im Serum als auch in der Darmf lussigkeit ermittelt 
werden konnten. Jedoch waren Salmonellen, die das Plasmid pSU108 
trugen, instabil, und zwar vermutlich in Folge der hochgradigen 
Expression der rekombinanten Untereinheit B. Die Serumantikor- 
per-Antworten waren im allgemeinen hoher als die Schleimhautan- 
tikorper-Antworten. FQr Plasmid pSU207 (Fig. 3.2) waren die 
Anti-B-Galactosidase Antik6rper-Antworten betrachtlich hSher als 
die fur die Untereinheit B spezif ischen Antik5rper-Antworten. 
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Lebendmaterial 

DNA fUr HI yA (= Hemolysin) 

SLT-II (= Shiga Like Toxin II) 



SLT-IIv 

(3- 1 actamase-Promotor 
Ae ro bac t i n- P romo to r 
pBR 322 
pUC 18 

S. t. aroA SL3261 



siehe pSU 204 = DSM 7045 
Oder pSU 205 = DSM 7046 

Stockbin et al . , Infect. 
Immun., 50 (1985) 
695-700 und 53 (1986) 
135-140 

loc. cit. 

siehe pSU 205 = DSM 7046 

siehe pSU 204 = DSM 7045 

Boehringer Mannheim 

Boehringer Mannheim 

Hosieth & Stocker, 
Nature, 291 (1981*), 
238-239 
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PatentansprOche 

1. Hybrid-ONA, dadurch gekennzeichnet, da3 eine DNA-Struktur, 
die eine Untereinheit B eines bakteriellen Toxins kodiert, mit 
einer HI yA (Hemolysin) kodierenden DNA-Struktur bzw. dessen C- 
terminalem Fragment fusioniert ist. 

2. Hybrid-DNA nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daG es 
sich bei dem bakteriellen Toxin um Shigatoxin oder shigaartige 
Toxine handelt, beispielsweise SLT-II oder SLT-IIv. 

3. Hybrid-ONA nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
daB den beiden kodierenden DNA-Strukturen ein konstituti ver Pro- 
motor oder ein unter in-vi vo-Bedingungen i nduzierbarer Promotor 
vorgeschaltet ist- 

4. Hybrid-DNA nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daQ den 
beiden kodierenden DNA-Strukturen ein Promotor zur Expression in 
einem Salmonel la-Stamm, insbesondere S. typhimurium, beispiels- 
weise S. t. aroA~ SL3261, vorgeschaltet ist. 

5. Hybrid-DNA nach Anspruch 4, gekennzeichnet durch einen G-Lac- 
tamase-Promotor vom Wildtyp oder als Modifikation des Wildtyps, 
wobei der Promotor synthetisch hergestellt sein kann oder nicht. 

6- Hybrid-DNA nach Anspruch 4, gekennzeichnet durch einen Aero- 
bact i n-Promotor . 

7. Plasmid, gekennzeichnet durch eine Hybrid-DNA gemaG einem der 
vorhergehenden Anspruche. 
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8. Wirtsstamm, gekennzeichnet durch ain Plasmid gemaS Anspruch 
7, insbesondere Salmonella-Stanim, insbesondere S. typhimurium, 
beispielsweise S. t. aroA* SL3261 . 

9. Oligohybridpeptid, gekennzeichnet durch die Untereinheit 
eines bakteriellen Toxins, die mit HlyA bzw. mit dessen C- 
terminalen Fragment, fusioniert ist. 

10. Impfstoff, bestehend aus oder umfassend das Oligohybridpep- 
tid gemaS Anspruch 9. 
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Fig. 5 
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Fig. 6 
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